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Исследовали процессы пролиферации и апоптоза в различных зонах мозжечка моло-
ди лосося-симы Oncorhynchus masu после экспериментальной механической травмы; 
учитывалось, что у молодых рыб мозг находится в состоянии роста и это сопровожда-
ется интенсивной пролиферативной активностью в матричных зонах. Данные TUNEL-
маркирования показали наличие в поврежденном мозжечке высокой апоптотической 
активности и в зонах постэмбрионального нейрогенеза (гранулярных возвышениях, 
молекулярном слое), и в поверхностном слое тела мозжечка. Реакция на механическое 
повреждение мозжечка представляла собой повышение пролиферативной активности 
в матричных зонах и региональных нейрогенных нишах после нанесения травмы, ком-
бинированное с интенсификацией процессов апоптоза, которая была максимальной в 
зонах радиальной миграции клеток. Это, очевидно, обеспечивало элиминацию части 
клеток, образованных в результате как репаративного нейрогенеза, так и естественных 
морфогенетических процессов. В области травмы наблюдалась тангенциальная и ради-
альная миграция клеток. Высокий показатель индекса апоптоза отмечался в дорсаль-
ной области мозжечка, соответствующей зоне вторичного нейрогенеза. Таким образом, 
апоптотическая элиминация части клеток происходит уже на стадии их образования в 
матричных зонах. Интенсивность апоптозных реакций в областях, в которых преобла-
дают фоновые морфогенетические процессы и процессы физиологической репарации 
после травматического воздействия, и в областях, удаленных от данных зон, неодина-
кова. 
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ВВЕДЕНИЕ
В период постэмбрионального развития форми-
рование мозга позвоночных, рост и дифференци-
рование его интегративных центров активно про-
должаются [1]. Это обеспечивается процессами 
постэмбрионального нейрогенеза. При травми-
ровании мозга к естественным постэмбриональ-
ным процессам роста и пролиферации добавляют-
ся процессы репаративного нейрогенеза, которые 
обеспечиваются за счет формирования дополни-
тельных центров (в основном зон вторичного ней-
рогенеза и областей локализации паренхимных 
клеток), а также активации нейрогенных ниш [2]. 
Интенсивность пролиферативных процессов в раз-
личных структурах нервной системы неодинакова, 
и она изменяется в процессе онтогенеза. Наиболее 
высокий уровень пролиферации наблюдается в пе-
риоды эмбриогенеза и раннего постэмбрионально-
го развития; у взрослых особей соответствующие 
процессы замедляются [3].
Процессы постэмбрионального нейрогенеза у 
рыб тесно связаны со способностью представите-
лей этой группы позвоночных обеспечивать эффек-
тивную регенерацию нервной ткани ЦНС после по-
вреждения [4, 5]. Обнаружено, что нервная ткань у 
многих рыб восстанавливается уже через несколько 
недель после травматизации [6]. Высокий регенера-
тивный потенциал у этих животных детерминиро-
ван комбинацией ряда морфогенетических процес-
сов, одним из которых является апоптоз. Данный 
процесс представляет собой запрограммированную 
клеточную гибель, регулируемую генами и играю-
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щую главную роль в некоторых нормальных и па-
тологических состояниях Остаётся неизвестным, 
однако, каково у рыб соотношение процессов про-
лиферации и апоптоза в процессе репаративного 
нейрогенеза. 
Рыбы являются особо интересным объектом для 
исследований нейрогенетических процессов. В 
ЦНС рыб морфогенетические процессы в целом 
весьма интенсивны; как уже упоминалось, их высо-
кая интенсивность сохраняется на протяжении всей 
жизни. Другим существенным фактором является 
то, что у эволюционно древних групп позвоночных 
высокая концентрация недифференцированных эле-
ментов наблюдается как в матричных зонах мозга, 
так и в его паренхиме [7]. Особенно это касается 
филогенетически древних групп рыб, к которым от-
носятся лососевые (Salmonidae). 
Мозжечок является общепринятым интересным 
объектом для исследования морфогенетических 
процессов в пределах ЦНС [5, 7], так как пролифе-
ративная активность в нем весьма высока не только 
в условиях интактности, но и после травматическо-
го воздействия.
Мы исследовали процессы репаративного и пост- 
эмбрионального нейрогенеза в мозжечке молоди 
тихоокеанского лосося-симы; целью работы было 
выяснение особенностей процессов пролиферации, 
миграции, а также характеристик апоптоза в дан-
ной структуре головного мозга после нанесения 
экспериментальной механической травмы. 
МЕТОДИКА
В работе был использован материал от 10 особей 
молоди симы Oncorhynchus masu (возраст четыре 
месяца, длина тела 5.0–6.5 см, масса 14.0–15.7 г). 
Материал был получен от Рязановского экспери-
ментального производственного рыбоводного за-
вода (Приморский край, РФ), Рыбки содержались 
в аквариуме с аэрируемой пресной водой при тем-
пературе 16–18 °C. Внутричерепную полость обез- 
движенной рыбки перфузировали с помощью 
шприца 4%-ным раствором параформальдеги-
да, приготовленным на фосфатном буфере (0.1 М, 
pH 7.2). После префиксации мозг извлекали из по-
лости черепа и фиксировали в том же растворе в те-
чение 2 ч при 4 °C, а затем в течение двух суток об-
разцы выдерживали в 30 %-ном растворе сахарозы 
при 4 °C (с пятикратной сменой раствора). Серий-
ные фронтальные срезы мозга экспериментальных 
особей толщиной 50 мкм изготавливали на замора-
живающем микротоме Cryo-star HM 560 MV (ФРГ) 
и монтировали на желатинизированные предмет-
ные стекла. Морфологическая идентификация ней-
ронов мозга производилась после окрашивания 
срезов водным раствором метилового зеленого [8]. 
Для окраски полученные препараты выдерживали 
в течение 15 мин в реактиве Браше [9], затем про-
мывали дистиллированной водой в течение 10 с, 
после чего погружали на 10 с в 96 %-ный этиловый 
спирт и на такое же время в раствор изобутанола. 
Затем срезы обезвоживали согласно стандартной 
процедуре; использовали две смены ксилола (экс-
позиция по 15 мин в каждой) и заключали под по-
кровные стекла в среду Bio-Optica (Италия).
Экспериментальное повреждение мозжечка. 
Тонкую иглу после прокалывания черепа рыбки по-
гружали примерно на 1 мм в область тела мозжеч-
ка [10] с последующим инъецированием карбоциа-
нинового красителя DiI (“Aldrich-Sigma”, США) в 
зону повреждения. Область травмы захватывала как 
дорсальный молекулярный, так и зернистый слои 
тела мозжечка, не затрагивая других структур. В те-
чение первого часа после нанесения травмы рыбки 
проявляли повышенную двигательную активность 
(выпрыгивали из воды и совершали вращательные 
движения). В зоне повреждения отмечались отно-
сительно обширные кровоизлияния. 
Визуализация проявлений апоптоза (выявле-
ние фрагментов ДНК с использованием TUNEL-
маркирования. Мозг рыбок фиксировали в 4 %-ном 
параформальдегиде на фосфатном буфере (0.1 М) 
в течение 2 ч. Далее образцы тщательно промыва-
ли в фосфатном буфере (0.1 М) и помещали на 24 
ч в 30 %-ный раствор сахарозы для криопротекции 
(с семикратной сменой раствора), замораживали в 
криостате и изготавливали серийные фронтальные 
срезы толщиной 50 мкм. Для ингибирования актив-
ности эндогенной пероксидазы срезы подвергали 
преинкубации в 3 %-ном растворе перекиси водо-
рода в течение 5 мин. Далее материал промывали 
в двух сменах фосфатного солевого буфера в тече-
ние 5 мин, инкубировали в течение 10 с в раство-
ре выравнивающего буфера, после чего к последне-
му добавляли раствор TdТ-энзима и инкубировали 
1 ч в термостате при температуре 37 ˚С. После это-
го материал промывали стоп-буфером в течение 
10 мин, троекратно – фосфатным буфером и обра-
батывали раствором антидиоксигенина с последую-
щим четырехкратным промыванием в буфере. Для 
визуализации продуктов реакции использовали суб-
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страт для выявления пероксидазы (Vectastain Elite 
АВС Kit, “Vector Labs”, США), после чего троекрат-
но промывали дистиллированной водой. Развитие 
иммуногистохимической окраски контролировали 
под микроскопом. Затем материал доокрашивали 
метиловым зеленым по методу Браше [8], монти-
ровали на желатинизированные предметные стек-
ла и высушивали. Материал обезвоживали по стан-
дартной процедуре в двух сменах этилового спирта 
(96 %), проводили через ксилол и заключали в сре-
ду для гистологических препаратов Bio-Оptica (Ита-
лия). 
Микроскопия. Для наблюдения и проведения 
морфологического и морфометрического анали-
за использовали инвертированный микроскоп ис-
следовательского класса Axiovert 200 с управляе-
мым предметным столиком, снабженный модулем 
ApoTome (“Carl Zeiss”, ФРГ). Микрофотографиро-
вание препаратов и анализ материала осуществляли 
с применением программы “AxioVision”. 
Числовой материал подвергали статистической 
обработке с помощью программы “Описательная 
статистика” Microsoft Excel 2007. Плотность рас-
пределения клеток оценивали с применением стан-
дартных методов вариационной статистики. Индекс 
апоптоза (ИА) рассчитывали с использованием про-
граммного обеспечения “AxioVision”, прилагаемо-
го к микроскопу, в пяти случайно выбранных тест-
полях зрения для каждой области исследования. 
Площади тест-полей определяли с помощью про-
граммного обеспечения микроскопа. 
РЕЗУЛЬТАТЫ
Характеристика зоны травмы и изменения кле-
точного состава в мозжечке. Повреждающее воз-
действие (механическая травма), как уже упомина-
лось, наносилось на дорсальную поверхность тела 
мозжечка. Зона травмы распространялась от дор-
сальной части молекулярного слоя вглубь грану-
лярного слоя (см. рисунок, А). Общая глубина про-
кола в среднем составляла 1205.7 мкм. 
Через двое суток после нанесения травмы непо-
средственно вблизи зоны последней выявлялись 
существенные изменения клеточного состава как 
в молекулярном, так и в гранулярном слоях. Наи-
более характерным феноменом было возникнове-
ние обширных зон клеточной миграции из области 
региональных нейрогенных ниш и наиболее круп-
ной зоны вторичного нейрогенеза, расположенной 
в дорсомедиальной части тела мозжечка (см. рису-
нок, Б). В гранулярном слое на расстоянии около 
250 мкм от участка травмы плотность клеток была 
достоверно (P < 0.05) выше, чем в более отдален-
ных участках. Мы полагаем, что это было обуслов-
лено в основном именно процессами миграции из 
упомянутых нейрогенных ниш и дорсомедиальной 
области. Наибольшая плотность клеток выявлялась 
непосредственно вблизи зоны прокола, градуально 
снижаясь по мере удаления от области травмы. Ря-
дом с последней областью травмы локализовались 
многочисленные TUNEL-маркируемые элементы, 
соответствующие различным стадиям апоптотиче-
ского процесса (Б). Так, были обнаружены плот-
ные апоптозные тельца, представляющие собой 
финальные стадии крупнозернистой конденсации 
хроматина и апоптотической деградации клеток. 
Размер апоптозных телец составлял порядка 8–10 
мкм. В зонах локализации апоптозных фрагментов 
были выявлены крупные клетки с базофильной ци-
топлазмой, диаметр тел которых составлял около 
13 мкм. Эти клетки, как правило, имели неправиль-
ную форму и обладали цитоплазматическими вырос- 
тами. Предположительно данные структуры соот-
ветствовали региональной микроглии/макрофагам, 
участвующим в фагоцитозе и утилизации апоптоти-
ческих фрагментов. Наряду с единичными подоб-
ными элементами встречались их небольшие кон-
гломераты, включающие в себя до трех апоптозных 
телец. Область травмы пересекала гранулярный 
слой, где плотность клеток была очень высокой. 
Видимо, это объясняет сравнительно низкое зна-
чение ИА в соответствующих участках в отличие 
от такового в зонах нейрогенеза (Б). Другой разно-
видностью апоптотических структур были мелкие 
TUNEL-маркированные элементы, представляю-
щие собой дегранулированные фрагменты повреж-
денных клеток. Значение ИА в областях непосред-
ственно вблизи зоны травмы составляло 0.7 %.
В наиболее поверхностных участках молекулярно-
го слоя наблюдалось очень большое количество мел-
ких клеток, лишенных признаков морфологического 
дифференцирования. В толще этого слоя часто при-
сутствовали продольные ряды удлиненных клеток, 
ориентированных от поверхностного слоя к области 
травмы (см. рисунок, Б). Среднее количество таких 
клеток на тест-поле 10122 мкм2 составляло 237 ± 18. 
Подобная морфологическая картина в поверхностной 
части молекулярного слоя, очевидно, отражала интен-
сивные процессы миграции клеток из поверхностных 
областей мозжечка к зоне травмы. В поверхностной 
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TUNEL-маркированные элементы в мозжечке молоди симы после его повреждения. 
А – микрофотография области травмы. Красными стрелками показана зона травматизации, черными (здесь и далее) – апоптозные 
тельца. МС – молекулярный, ГрС – гранулярный слои. Б – дорсомедиальная часть тела мозжечка, содержащая в себе клетки, которые 
мигрируют из поверхностного слоя – ПС (ограничены прямоугольником). Красной стрелкой указано направление радиальной 
миграции. В – участок латеральной области молекулярного слоя, содержащий в себе клетки, мигрирующие к области травмы. 
Красными стрелками указано направление тангенциальной миграции, розовой – радиальной; зелеными стрелками показаны 
TUNEL-маркированные фрагменты клеток, подвергающихся дегрануляции, Дм – дорсомедиальная, Дл – дорсолатеральная 
области. Г – каудальная часть тела мозжечка. Зеленым контуром ограничен участок дорсальной зоны (Дз), розовым – базальной; 
между красными линиями расположена зона срединного шва (СШ); Лз – латеральная зона, ГрВ – гранулярные возвышения. 
Д – область СШ. Зелеными линиями ограничены кластеры мигрирующих клеток; в красном (Д1) и синем (Д2) квадратах – 
фрагменты, содержащие в себе мелкие TUNEL-маркированные элементы (в Д2) и апоптозные тельца (в Д1); розовыми и красными 
стрелками показаны клетки разных типов. Е – заслонка мозжечка. ПВО и СВО – перивентрикулярная и субвентрикулярная области 
соответственно. 
TUNEL-марковані елементи в мозочку памолодку сими після його ушкодження. 
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зоне, для которой была характерна высокая плотность 
клеток, выявлялись мелкие TUNEL-маркированные 
элементы, соответствующие продуктам дегрануляции 
клеток этой области. Можно было выделить клетки 
двух типов – палочковидные с длиной тела от 10 до 
21 мкм и умеренно удлиненные, с длинной осью тела 
от 7 до 10 мкм (см. таблицу).
Латеральная и дорсомедиальная части моле-
кулярного слоя тела мозжечка. После нанесения 
повреждающего воздействия изменения морфо-
логического состава в различных областях молеку-
лярного слоя – дорсомедиальной и латеральной – 
были вполне очевидными (см. рисунок, В). В зо-
нах вторичного нейрогенеза вблизи области травмы 
отмечалось очень большое количество недиффе-
ренцированных клеток по сравнению с аналогич-
ными показателями в более удаленных участках. 
Так, среднее количество клеток в областях, отсто-
ящих от участка повреждения на 100–150 мкм, со-
ставляло 251 ± 23 на тест-поле. Помимо изменений 
морфологической структуры указанных областей 
молекулярного слоя, в данных областях диагно-
стировались многочисленные проявления апопто-
за (см. таблицу). Однако характер апоптотического 
ответа в этих участках нельзя считать идентичным 
таковому непосредственно в области нанесения 
травмы. В молекулярном слое мозжечка плотность 
клеток как в поверхностной области, так и в толще 
упомянутого слоя была весьма высокой. Основные 
типы клеток в этой области и их морфологические 
характеристики указаны в таблице. Среднее коли-
чество клеток на тест-поле в молекулярном слое 
на расстоянии 100 мкм от зоны укола составляло 
271 ± 24. Большинство клеток имели удлиненную 
форму; вероятно, они находились в состоянии ми-
грации. Помимо этого, в гранулярном слое на-
блюдалось значительное количество недифферен-
цированных клеток. На тест-участок площадью 
31277 мкм2 их число составляло 400 ± 35. В поверх-
ностном слое выявлялась типичная картина танген-
циальной миграции из областей клеточной проли-
ферации, направленной в зону травмы. Наряду с 
тангенциальной миграцией отмечались многочис-
ленные проявления радиальной миграции клеток 
из зоны вторичного нейрогенеза (дорсомедиаль-
ной матричной зоны мозжечка) к области травмы. 
Морфологические и морфометрические параметры (M ± m) клеток и частота апоптоза в мозжечке молоди симы 
Oncorhynchus masu при повреждении
Морфологічні і морфометричні параметри (M ± m) клітин і частота апоптозу в мозочку памолодку сими Oncorhynchus masu 
при ушкодженні
Области мозжечка
Клетки на территории зоны
Относительное 
количество клеток, %
Относительное 
количество апоптозных 
телец (индекс 
апоптоза), %
тип клеток
большой диаметр, 
мкм
малый диаметр, 
мкм
Молекулярный слой
1
2
3
4
5.04 ± 0.51
6.26 ± 0.53
9.51 ± 0.41
13.63 ± 2.33
3.93 ± 0.69
5.25 ± 0.53
3.53 ± 0.63
4.25 ± 0.50
2.0
8.5
55
34.5
5
Гранулярные 
возвышения 
1
2
5.21 ± 0.38
7.19 ± 1.33
4.71 ± 0.42
4.30 ± 0.42
85
15
2
Срединный шов
1
2
3
4
5.79 ± 0.13
8.76 ± 0.34
9.78 ± 0.18
22.88 ± 0.58
3.58 ± 0.12
3.07 ± 0.32
2.76 ± 0.15
2.11 ± 0.17
23
15
17.5
44.5
8
Дорсальная зона 
1
2
3
4
5.26 ± 0.47
6.26 ± 0.27
8.78 ± 0.46
11.15 ± 0.84
4.03 ± 0.66
5.03 ± 0.60
3.89 ± 0.46
3.83 ± 0.65
53
12
12
23
4
Заслонка 
1
2
3
4
5.52 ± 0.34
6.77 ± 0.58
9.13 ± 0.65
12.60 ± 1.88
4.74 ± 0.60
5.18 ± 0.70
3.16 ± 0.48
3.45 ± 1.13
36
34
19
11
5
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При таком варианте миграции длинные оси клеток 
были направлены перпендикулярно поверхностно-
му слою (см. рисунок, В).
Наряду с проявлениями клеточной мигра-
ции в дорсомедиальной и латеральной зонах мо-
лекулярного слоя были диагностированы мно-
гочисленные случаи апоптоза.  Большинство 
TUNEL-маркированных элементов выявлялись в 
гранулярном слое (см. рисунок, В). Чаще всего это 
были апоптозные тельца размером около 10 мкм, 
которые локализовались в дорсомедиальных участ-
ках тела мозжечка, прилежащих к зоне вторично-
го нейрогенеза. Представляется весьма вероятным, 
что вторичная матричная зона располагалась в мо-
лекулярном слое в непосредственной близости от 
областей локализации апоптозных телец. Нали-
чие апоптозных телец в гранулярном слое, видимо, 
связано с повышенной морфогенетической актив-
ностью такой вторичной матричной зоны. Другой 
зоной локализации одиночных апоптозных телец 
являлась граница между молекулярным и грануляр-
ным слоями (В). Апоптозные тельца встречались 
и в толще молекулярного слоя. При этом иденти-
фицировались как фрагменты дегранулирующих-
ся клеток, так и терминальные апоптозные тельца. 
Среднее значение ИА в молекулярном слое состав-
ляло 5 %.
Характеристики каудальной части тела (КЧТ) 
мозжечка. Другой областью, в которой наблюда-
лись значительные гистологические изменения по-
сле травматического воздействия, была КЧТ моз-
жечка. В пределах этой области мы обследовали ее 
дорсальную часть, зоны гранулярных возвышений, 
расположенные латерально, и область срединно-
го шва (см. рисунок, Г). В большей части данной 
структуры был представлен в основном молеку-
лярный слой. В дорсальной части также отмеча-
лись весьма высокие значения количества (плотно-
сти) клеток по сравнению с таковыми в интактных 
участках мозжечка. Структура наиболее поверх-
ностных слоев была сходна с таковой поверхност-
ной области молекулярного слоя тела мозжечка, 
описанной ранее. В более глубоких слоях распола-
галась гетерогенная популяция клеток, относящих-
ся к четырем типам (см. таблицу). В зоне грануляр-
ных возвышений встречались клетки двух типов. 
Первый тип соответствовал мелким круглым клет-
кам диаметром от 4 до 6 мкм. Такие единицы были 
преобладающими, составляя в упомянутой зоне 
85 % всех наблюдаемых клеток. Ко второму типу 
относились более крупные элементы с диаметром 
от 6 до 10 мкм. Таких клеток было значительно 
меньше (15 %); можно было полагать, что они пред-
ставляли собой более дифференцированные клетки 
первого типа на поздних стадиях развития. В зоне 
срединного шва отмечалось скопление клеток, от-
носящихся к четырем разным типам. Размеры кле-
ток мигрирующей популяции в зоне центрального 
шва варьировали от 8.1 и до 18.75 мкм; таких кле-
ток было в среднем 59 ± 4. Общее же количество 
клеток на тест-поле размером 10122 мкм2 в дан-
ной зоне составляло 265 ± 23. Среди них преобла-
дали мигрирующие клетки, отнесенные к третьему 
и четвертому типам. Размеры тел клеток третьего 
типа составляли от 7 до 10 мкм, а их доля – 17 % 
(см. рисунок, Д). Клетки четвертого типа с большей 
осью от 10 до 21 мкм составляли 45 % общего ко-
личества. Среднее количество мигрирующих кле-
ток равнялось 165 на вышеупомянутое тест-поле. 
Среднее значение ИА в молекулярном слое состав-
ляло 8, в пределах гранулярных возвышений – 2, а 
в дорсальной и латеральной зонах – 4 и 1 % соот-
ветственно.
Заслонка представляет собой эволюционно уни-
кальную область мозжечка; у рыб она является наи-
более вариабельной в морфологическом аспекте ча-
стью мозжечка по сравнению с другими его отделами. 
Бóльшая часть заслонки размещена под полушариями 
зрительного тектума в полости тектального желудоч-
ка. Заслонка представляет собой непарное образова-
ние в пределах нервной ткани мозжечка и относится 
к наиболее молодым (с точки зрения филогистогене-
за) структурам [11]. В области заслонки у симы, как 
и у других видов рыб, наблюдаются активные про-
лиферативные процессы и в период эмбриогенеза, и 
в более поздние периоды постэмбрионального раз-
вития. Среди других структур мозга в заслонке ин-
тенсивность пролиферативных процессов в постэм-
бриональный период, очевидно, наиболее высока. 
Таким образом, заслонка мозжечка является актив-
но действующим центром нейрогенеза и у молоди, и 
у взрослых рыб. У симы в области заслонки можно 
было выделить несколько зон – перивентрикулярную, 
окружающую церебеллярный акведук, прилежащую 
к ней субвентрикулярную область, молекулярный 
и поверхностный слои (см. рисунок, Е). В перивен-
трикулярной области плотность клеток многократно 
превышала таковую в других участках заслонки. В за-
слонке встречались все четыре основных типа кле-
ток (см. таблицу). В этой структуре чаще были пред-
ставлены недифференцированные клетки второго (36 
%) и первого (34 %) типов. Популяция мигрирующих 
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клеток (третьего и четвертого типов) была заметно 
меньшей – 30 %. Среднее значение ИА в молекуляр-
ном слое заслонки равнялась 5 %.
ОБСУЖДЕНИЕ
В наших исследованиях эффекты повреждающе-
го воздействия на мозжечок комбинировались со 
сложным морфогенетическим фоном продолжаю-
щегося постэмбрионального развития мозга симы. 
Экспериментальные рыбки находились в процес-
се активного роста, что обусловливало повышен-
ную пролиферативную активность в морфогене-
тических зонах мозжечка и перивентрикулярной 
области мозга. В исследованиях на другом виде 
рыб – Danio rerio – ранее было установлено, что 
повреждение мозжечка вызывает усиление проли-
ферации клеток в наружных областях, прилежащих 
к мозговым оболочкам, а также в области мозжеч-
ковой заслонки [10] и в гранулярных возвышени-
ях. Такие данные были получены с помощью экс-
периментального маркирования делящихся клеток 
бромдезоксиуридином (BrdU) [1] и другими марке-
рами пролиферации [12]. Высокая нейрогенетиче-
ская активность после нанесения травматического 
повреждения была выявлена и в мозжечке ножетел-
ки Apteronotus leptorhynchus. У этого вида, отно-
сящегося к специализированной группе электри-
ческих гимнотиформных рыб, мозжечок занимает 
до 75 % всего объема мозга; он является наиболее 
крупным нейрогенетическим центром как в период 
постэмбрионального нейрогенеза, так и в условиях 
травматического воздействия [13]. 
В своих заключениях мы опирались, с одной сто-
роны, на данные литературы о состоянии матрич-
ных зон мозжечка у взрослых рыб и об изменениях 
состояния указанных зон при нанесении поврежда-
ющего воздействия [5], а с другой – на результаты 
сопоставления морфологических паттернов непо-
средственно вблизи зоны повреждения и на неко-
тором удалении от нее. 
У молоди симы наблюдается весьма высокая ис-
ходная интенсивность пролиферации как в первич-
ной матричной области мозга (перивентрикулярной 
зоне), так и в зонах вторичной пролиферативной ак-
тивности, выявляемых у взрослых животных [14]. 
Соответствующие данные могут быть получены с 
помощью иммуномаркирования пролиферативного 
ядерного антигена (PCNA) и с применением “чисто 
морфологических” методов, позволяющих оцени-
вать количество случаев митоза в матричных зонах 
мозга. К таким зонам мозга в мозжечке относит-
ся, в частности, дорсомедиальная область. Интен-
сивность пролиферации клеток в этой области была 
ранее описана у взрослых особей Danio rerio [15] и 
аптеронотуса [16]. В нашей работе в условиях по-
вреждения мозжечка особо высокая пролифератив-
ная активность была идентифицирована в дорсоме-
диальной зоне, поверхностном слое и гранулярных 
возвышениях тела мозжечка и вестибулолатераль-
ных долях. Таким образом, можно заключить, что 
пролиферация клеток в упомянутых зонах мозжеч-
ка, и без того весьма интенсивная в условиях нор-
мальной морфогенетической активности в пределах 
данного периода онтогенеза, дополнительно усили-
вается после повреждающего воздействия. Нали-
чие вновь образованных клеток в поверхностном 
слое мозжечка мы также связываем частично с фо-
новой морфогенетической активностью, а частич-
но – с повреждающим воздействием. В результате 
повреждения мозжечка у молоди симы усиленная 
пролиферативная активность индуцировалась как 
в традиционных зонах постэмбрионального нейро-
генеза, так и в поверхностном слое. Совокупный 
уровень пролиферативной активности в данных зо-
нах превышал показатели активности у взрослых 
особей Danio rerio, определенные с использовани-
ем BrdU [5, 17]. У этого вида на поперечных срезах 
тела мозжечка идентифицировалось не более пяти–
10 вновь образованных клеток на срез. Подобные 
несоответствия могут быть связаны как с методи-
ческими аспектами (использование в упомянутых 
работах более тонких срезов мозга), так и с физио-
логическим статусом экспериментальных объектов. 
У взрослых рыб частота проявлений пролиферации, 
выявляемых согласно результатам маркирования 
BrdU, также относительно невысока. При этом, од-
нако, надо иметь в виду, что включение метки учи-
тывалось в пределах ограниченного периода вре-
мени (1–2 ч). В исследованиях пролиферативной 
активности тектума у трехмесячной молоди форели 
(определение по наличию пролиферативного ядер-
ного антигена [12]) было обнаружено, что количе-
ство PCNA-иммунопозитивных клеток в целом не-
велико. Есть, правда, подозрения, что активность 
антител, используемых в вышеуказанной работе, 
была невысокой. Результаты наших исследований 
головного мозга, проведенных на другом виде ло-
сосей (на том же виде, что и в настоящей работе – 
симе), указывали на более высокий уровень проли-
феративной активности, верифицируемой при мар-
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кировании PСNA [18]. 
Подсчет количества ядер клеток, окрашенных 
метиловым зеленым, который был проведен в на-
стоящей работе в поверхностном слое мозжечка, 
свидетельствует о наличии большого количества 
недифференцированных клеток с высокими зна-
чениями ядерно-цитоплазматического отношения. 
Подобные клетки на основании морфологических 
критериев могут быть отнесены как к пролифери-
рующей популяции (единицы первого и второго ти-
пов), так и к популяции клеток, находящихся на на-
чальных стадиях дифференциации и/или миграции 
(третий и четвертый типы; см. таблицу).
Понятно, что пролиферативный ответ на повреж-
дение мозжечка у молоди симы следует интерпре-
тировать с учетом достаточно высокого фонового 
уровня активности матричных зон мозга. 
Процесс апоптотической гибели клеток сопровож- 
дает процесс “нормального” постэмбрионального 
нейрогенеза [19] и одновременно является физио-
логической реакцией со стороны ЦНС симы на по-
вреждение мозжечка. Проявления апоптоза в ходе 
нормального развития мозга рыб были описаны у 
A. leptorhynchus [1]. В таких исследованиях было 
установлено, что в ходе пролиферативной актив-
ности матричных зон мозжечка образуются клетки 
с признаками соматической анеуплоидии. Подоб-
ные клеточные единицы являются явно дефектны-
ми, поскольку не обладают нормальным диплоид-
ным набором хромосом; они подлежат элиминации 
по апоптотическому сценарию [21]. В исследовани-
ях на интактных взрослых особях амурского осетра 
были обнаружены высокие значения ИА в различ-
ных участках ЦНС, включая интегративные струк-
туры (зрительный тектум, мозжечок) и сенсорные 
центры ствола мозга (ядра V и VII пар черепномоз-
говых нервов) [18]. Подобные феномены характер-
ны для продолжающейся морфогенетической актив-
ности в различных центрах мозга рыб, в которых у 
этих позвоночных продолжается пополнение новы-
ми клетками в течение всей жизни. Возникающие 
de novo клетки могут встраиваться в существующие 
нейронные сети не только в период эмбрионального 
нейрогенеза, но и у взрослых животных. Это явле-
ние, в частности, особо характерно для сенсорных 
областей, пополняющихся новыми структурны-
ми элементами по мере роста животного. Апоптоз 
в таких физиологически активных развивающих-
ся системах может играть роль физиологического 
фильтра, регулирующего количество новых клеток 
и обеспечивающего элиминацию “старых”.
В нашей работе в травмированном мозжечке мо-
лоди симы было выявлено значительное количество 
клеток, подверженных апоптотическим изменени-
ям. Визуализация достигалась путем маркирова-
ния фрагментов ДНК с длиной не более 130 пар 
оснований. Наличие таких фрагментов ДНК осо-
бо характерно для поздних стадий апоптоза. В зо-
нах, окружающих область травмы, были выявлены 
как единичные TUNEL-маркированные структуры, 
так и кластеры последних, состоящие из несколь-
ких элементов. Наибольшее количество TUNEL-
маркированных элементов были обнаружены в об-
ластях, прилежащих к морфогенетическим зонам 
мозжечка. Другой зоной, где концентрация TUNEL-
маркированных структур значительно превышала 
фоновый уровень, были область травмы и непо-
средственно окружающие ее участки. 
Крупные TUNEL-маркированные тельца соот-
ветствовали конечной стадии деградации апоптоз-
ных клеток. Для такой стадии характерно форми-
рование крупных конденсированных фрагментов, 
которые не подлежат утилизации с помощью ма-
крофагов/микроглии. Подобные тельца были так-
же идентифицированы в морфогенетических ис-
следованиях на млекопитающих. Другой вариант 
TUNEL-маркированных элементов – это мелкие 
слабо конденсированные частицы, представляю-
щие собой продукты дегрануляции клеток, кото-
рые элиминируются с помощью апоптоза [21]. По-
добные “остатки” клеток идентифицировались на 
больших территориях, расположенных в различ-
ных частях мозжечка. Упомянутые виды TUNEL-
маркированных структур в мозжечке симы выяв-
лялись практически повсеместно. Существенно 
различающиеся значения ИА в разных частях моз-
жечка свидетельствуют о разной интенсивности 
процессов апоптоза в матричных зонах, области 
травмы, прилежащих участках и в интактных обла-
стях мозжечка молоди симы.
Мы исследовали проявления структурных реак-
ций в различных анатомических зонах мозжечка 
молоди симы – дорсальной и латеральной частях 
тела мозжечка, гранулярных возвышениях, моле-
кулярном слое заслонки и каудальной части тела 
мозжечка. Как упоминалось выше, травматическое 
воздействие наносилось в область тела мозжечка и 
захватывало границу между молекулярным и грану-
лярным слоями. В результате TUNEL-маркирования 
было установлено, что в указанных участках интен-
сивность процессов апоптоза значительно различа-
ется. При этом, однако, необходимо принимать во 
NEUROPHYSIOLOGY / НЕЙРОФИЗИОЛОГИЯ.—2015.—T. 47, № 5 449
ПРОЦЕССЫ ПРОЛИФЕРАЦИИ И АПОПТОЗА В МОЗЖЕЧКЕ МОЛОДИ ТИХООКЕАНСКОГО ЛОСОСЯ
внимание особые значения плотности распределе-
ния клеточных тел в гранулярном слое. У всех по-
звоночных для данного слоя мозжечка характерна 
максимальная плотность тел клеток, которые спо-
собны образовывать сомато-соматические контак-
ты. В гранулярном слое мозжечка молоди симы 
плотность распределения клеток также была очень 
высокой, что, вероятно, и определило относитель-
но низкое конечное значение ИА в зоне травмы. 
Очевидно, что величина этого индекса находится 
в обратной зависимости от плотности распределе-
ния клеток в данной зоне. Наибольшее значение 
ИА было выявлено в молекулярном слое мозжеч-
ка. Это, видимо, связано с тем обстоятельством, 
что молекулярный слой является основной зоной 
радиальной миграции клеток, образованных в ре-
зультате как репаративного нейрогенеза, так и есте-
ственных морфогенетических процессов. Соглас-
но нашим наблюдениям, максимальное количество 
апоптозных телец присутствуют в зонах миграции 
клеток. Это позволяет полагать, что часть клеток 
элиминируются в процессе радиальной миграции. 
Другое весьма высокое значение ИА было выявле-
но в дорсальной зоне тела мозжечка, соответству-
ющей зоне вторичного нейрогенеза. В целом в ма-
тричной зоне мозга интенсивность апоптотических 
процессов по сравнению с таковой в других обла-
стях достаточно велика. Этот факт свидетельствует 
о том, что часть вновь образованных клеток элими-
нируются уже на стадии их присутствия в пределах 
матричных зон. С другой стороны, в зоне грануляр-
ных возвышений мозжечка ИА составлял лишь 2 %, 
что, видимо, также связано с высокой плотностью 
распределения клеток (см. выше) в данных участ-
ках. Другим фактором, влияющим на значение ИА, 
являлось то, что зона гранулярных возвышений – 
это зона эмбрионального нейрогенеза, возможно, 
принимающая менее активное участие в репара-
тивном нейрогенезе, чем дорсальная зона. Видимо, 
интенсивность физиологической элиминации кле-
ток в областях, в которых преобладают либо фоно-
вые морфогенетические процессы, либо процессы 
физиологической репарации после травматического 
воздействия, а также в областях, удаленных от упо-
мянутых зон, неодинакова. 
В публикациях, касающихся A. leptorhynchus, 
было указано, что интенсивность процессов апо- 
птоза в различные периоды времени неодинако-
ва. Так, наиболее интенсивная элиминация кле-
ток наблюдалась в первые часы после нанесения 
повреждающего воздействия. Этот процесс с тече-
нием времени ослабевал и у взрослого животного 
полностью прекращался к 21-ым суткам с момента 
нанесения травмы [5]. В наших исследованиях на 
вторые сутки с момента травмирования мозжечка 
интенсивность TUNEL-маркирования апоптотиче-
ских структур была уже не очень высокой. Указан-
ное обстоятельство может быть связано с тем, что 
наиболее активные процессы апоптоза в мозжеч-
ке молоди симы после нанесения травмы происхо-
дят в еще более ранний период. Учитывая данные 
о высокой интенсивности процессов пролифера-
ции в мозжечке молоди симы, такое предположе-
ние представляется достаточно обоснованным. Тем 
не менее, процессы апоптоза в зоне, прилежащей к 
области травмы, были хорошо выраженными. Это, 
несомненно, указывает на участие данного меха-
низма в процессе утилизации поврежденных кле-
ток. В упомянутый период времени (двое суток с 
момента нанесения травмы) в зоне повреждения 
выявлялась повышенная плотность недифферен-
цированных клеток. Этот факт свидетельствует о 
том, что репаративный процесс перешел в более 
позднюю стадию. Видимо, процессы репаративно-
го нейрогенеза у молоди лососевых реализуются в 
более ранние сроки по сравнению с тем, что обыч-
но упоминается в литературе [1, 5]. Скорее всего, 
это связано с высокой интенсивностью фоновой 
морфогенетической активности в мозжечке моло-
дых рыбок по сравнению с таковой у взрослых жи-
вотных. 
Согласно результатам наших исследований, по-
сле механической травматизации мозжечка в обла-
сти повреждения наблюдаются морфологические 
проявления тангенциальной и радиальной мигра-
ции клеток. Зоны клеточной миграции наиболее 
хорошо выражены в дорсальной части тела моз-
жечка, а также в областях вторичного нейрогене-
за. После травматического повреждения мозжечка в 
последнем можно было дифференцировать четыре 
клеточных типа, относящихся к пролиферирующим 
популяциям (первый и второй тип) и к популяци-
ям, которые находятся в начальной стадии диффе-
ренцирования и/или миграции (третий и четвертый 
тип; см. таблицу). В наших экспериментальных ус-
ловиях также можно было идентифицировать две 
группы TUNEL-маркированных структур – круп-
ные TUNEL-маркированные тельца, соответству-
ющие конечной стадии деградации апоптозных 
клеток, и мелкие слабо конденсированные частицы – 
видимо, продукты дегрануляции клеток, элимини-
руемых по апоптотическому сценарию. В матрич-
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ных зонах, области травмы и интактных областях 
мозжечка наблюдались различные уровни апопто-
тической активности. Наибольшее значение ИА 
(5 %) после травматического воздействия на моз-
жечок было обнаружено в молекулярном слое, ко-
торый является основной зоной радиальной мигра-
ции клеток. Непосредственно в зоне травмы через 
двое суток после ее нанесения было зарегистриро-
вано весьма низкое значение ИА (0.7 %), что, ви-
димо, в основном связано с очень большим общим 
количеством (максимальной плотностью) клеток в 
данной области мозжечка. В дорсальной зоне ИА 
был сравнительно высоким (4 %). Таким образом, 
интенсивность процессов апоптоза в областях моз-
жечка молоди симы, в которых преобладают фоно-
вые морфогенетические процессы и процессы фи-
зиологической репарации после травматического 
воздействия, а также в областях, удаленных от ука-
занных зон, значительно различалась. 
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Р е з ю м е
Досліджували процеси проліферації та апоптозу в різних зо-
нах мозочка памолодку лосося-сими Oncorhynchus masu піс-
ля експериментальної механічної травми; бралося до уваги, 
що у молодих риб мозок знаходиться в стані росту і це су-
проводжується інтенсивною проліферативною активністю в 
матричних зонах. Дані TUNEL-маркування показали наяв-
ність в ушкодженому мозочку високої апоптотичної актив-
ності і в зонах постембріонального нейрогенезу (грануляр-
них підвищеннях, молекулярному шарі), і в поверхневому 
шарі тіла мозочка. Реакція на механічне ушкодження мозоч-
ка являла собою підвищення проліферативної активності в 
матричних зонах і регіональних нейрогенних нішах після 
нанесення травми, комбіноване з інтенсифікацією процесів 
апоптозу, яка була максимальною в зонах радіальної мігра-
ції клітин. Це, очевидно, забезпечувало елімінацію частини 
клітин, утворених внаслідок як репаративного нейрогене-
зу, так і природних морфогенетичних процесів. У ділянці 
травми спостерігалася тангенціальна та радіальна міграція 
клітин. Високий показник індексу апоптозу відмічався в до-
рсальній зоні ділянки мозочка, відповідній зоні повторного 
нейрогенезу. Таким чином, апоптотична елімінація частини 
клітин відбувається вже на стадії їх утворення в матричних 
зонах. Інтенсивність апоптозних реакцій в ділянках, де пе-
реважали фонові морфогенетичні процеси та процеси фізі-
ологічної репарації після травматичної дії, і в ділянках, від-
далених від даних зон, є відмінною. 
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